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Resumo

O consumo regular de frutas, hortalicas e grdos com altos teores de substancias
antioxidantes, como os compostos fendlicos, vitamina C e Carotenoides, tem sido
associado a diversos beneficios a saude humana. Sua presenga na alimentagdo pode
auxiliar na protecdo do organismo contra o estresse oxidativo, evitando e prevenindo
assim, uma série de disturbios crénico-degenerativos. Em vegetais pode ocorrer variagao
no conteudo de compostos bioativos, dependendo da variedade genética, condigdes de
cultivo, clima, estadio de maturacéao e fatores de pés-colheita. O objetivo deste trabalho foi
avaliar trés cultivares de alface (Lactuca sativa L.), sendo elas a alface americana, crespa
e lisa, e também trés variedades de condimentos, sendo eles o coentro (Coriandrum
sativum L.), a salsa (Petroselinum crispum, (Mill.) Nym.) e a cebolinha (Allium fistulosum
L.) cultivados em dois periodos quanto ao conteudo de compostos fendlicos totais (CFT),
capacidade antioxidante total (CAT), acidos fendlicos e flavonoides, clorofilas e
Carotenoides. Trés lotes de cada amostra foram adquiridos no comércio local de
Araraquara-SP em dois periodos de cultivo: agosto de 2013 [1° periodo]; e
janeiro/fevereiro de 2014 [2° periodo] e suas folhas (partes comestiveis) foram secas para
as determinacdes. As analises foram realizadas individualmente em ftriplicata e os
resultados expressos em média £ desvio padrdao. O coentro, a alface lisa e a alface
crespa apresentaram teores elevados de CFT e CAT. Poucas hortalicas apresentaram
diferenca entre o periodo de cultivo nas analises realizadas, com destaque para o
coentro. O teor de clorofila total dos condimentos foi maior nas amostras analisadas no 2°
periodo. Entre as trés variedades de alface, a alface crespa apresentou os maiores teores
de CFT e CAT enquanto que a alface americana apresentou os menores. Conclui-se que
€ de grande importancia o conhecimento dos diferentes compostos bioativos presentes

nas hortalicas e a variacdo de seu teor em relacédo ao periodo de cultivo analisado.

Palavras-chave: compostos fendlicos totais, capacidade antioxidante total, hortaligas.
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Abstract

Regular consumption of fruits, vegetables and grains rich in antioxidants, such as phenolic
compounds, vitamin C and carotenoids, has been associated with many benefits to human
health. His presence in the diet can help in protecting the body against oxidative stress,
avoiding and preventing so, a number of chronic degenerative disorders. In plants there
can be variations in the content of bioactive compounds, depending on the genetic variety,
growing conditions, climate, maturity stage and postharvest factors. The objective of this
study was to evaluate three lettuce cultivars (Lactuca sativa L.), which were the lettuce
american, curly and smooth, and also three varieties of condiments, coriander
(Coriandrum sativum L.), parsley (Petroselinum crispum (Mill.) Nym.) and spring onion
(Allium fistulosum L.) cultivation in two periods on the content of phenolic compounds
(TPC), total antioxidant capacity (TAC), phenolic acids and flavonoids, chlorophyll and
carotenoids. Three lots of each sample were acquired in the local market of Araraquara-
SP in two cultivation periods: August 2013 [1° period]; and January/February 2014 [2°
period] and its leaves (edible parts) were dried for determination. Analyses were
performed individually in triplicate and the results expressed as mean * standard
deviation. Coriander, Smooth lettuce and Curly lettuce showed high levels of and TAC.
Few vegetables showed differences between the cultivation period in the analyzes,
especially coriander. The total chlorophyll content of condiments was higher in the
samples analyzed in the 2° period. Among the three varieties of lettuce, the curly lettuce
showed the highest TPC and TAC levels while the cabbage lettuce had the lowest. It
follows that it is of great importance to know the different bioactive compounds present in

the vegetables and the variation of their content in the analyzed cultivation period.

Keywords: total phenolics, total antioxidant capacity, vegetables.
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1. Introdugao

O consumo de frutas e hortalicas € de grande importancia para a saude humana,
pois esses alimentos apresentam uma grande variedade de nutrientes. As hortalicas
constituem altos teores de vitaminas, como as vitaminas A, C, E e as do complexo B,
além de minerais, como ferro, calcio, potassio e magnésio. Fornecem ainda, fibras que
auxiliam no processo digestivo (ZULETA et al.,, 2007; VINSON et al.,, 1998). Séao
importantes fontes de pigmentos e compostos antioxidantes, como os compostos
fendlicos e os Carotenoides (VINSON et al., 1998) e o seu consumo na dieta esta
relacionado com a diminuicdo de cancer de prostata (COHEN; KRISTAL; STANFORD,
2000). Esses beneficios nutricionais sao partes das razbées pela grande procura e
aumento no consumo desses vegetais.

Os antioxidantes naturais vem ganhando destaque cada vez mais entre os
consumidores e o0s pesquisadores, pois sao encontrados principalmente em alimentos
como frutas e vegetais, consideradas fontes importantes dessas substancias. Nesses
alimentos sdo encontrados os trés principais grupos de antioxidantes: as vitaminas, as
substancias fendlicas e os Carotenoides (THAIPONG et al., 2006).

Os efeitos bioldgicos dos compostos fendlicos em dietas estao relacionados com
a atividade anti-carcinogénica, anti-microbiana e anti-inflamatéria (HERRERO; IBANEZ;
CIFUENTES, 2005) sendo indicados para o tratamento e prevenc¢do do cancer, doengas
cardiovasculares e inflamatérias (VAHER; KOEL, 2003; SCALBERT; WILLIAMSON, 2000;
BRAVO, 1998).

Os Carotenoides apresentam propriedades que favorecem a manutencdo da
saude ao exercer fungdes fisioldgicas, atuando como antioxidantes, precursores da
vitamina A e fotoprotetores. Desta forma os Carotenoides tém sido frequentemente

utilizados como biomarcadores de estados de doenca, pois sinalizam o estado nutricional
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e a saude do individuo humano (VON LINTIG, 2010). Outro composto bioativo € a clorofila
a e seus derivados que apresentam propriedades antioxidantes, tendo papel fundamental
na prevengao do cancer (HOSIKIAN et al., 2010; FERRUZZI; BLAKESLEE, 2007;
LANFER-MARQUEZ; BARROS; SINNECKER, 2005).

Nos vegetais pode ocorrer variagdo no conteudo de compostos bioativos, este
fato é ocasionado pela variedade genética, condigbes de cultivo, clima, estadio de
maturacéo e fatores de pds-colheita (CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005; BAUR et al.,
2004; LEE; KADER, 2000; BRAVO, 1998).

Com isso, cresce o interesse da populagéo pela ingestao de alimentos com agdes
saudaveis sobre o organismo, como substancias antioxidantes provenientes de produtos
vegetais, e também devido a rejeigdo do uso de antioxidantes sintéticos pelos
consumidores cresce o interesse na obtencdo de substancias antioxidantes provenientes

de produtos vegetais.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar e quantificar o conteudo de compostos
bioativos e a capacidade antioxidante de amostras de hortalicas analisadas em dois

periodos de cultivo.

2.2. Objetivo especificos

o  Verificar o efeito do periodo de cultivo (agosto de 2013 [1° periodo]; e
janeiro/fevereiro de 2014 [2° periodo]) no conteudo de compostos bioativos e

capacidade antioxidante das hortalicas estudadas.
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o Comparar trés variedades de alface (americana, lisa e crespa) quanto ao
conteudo de compostos fendlicos, Carotenoides e capacidade antioxidante.

o Comparar trés espécies de condimentos (coentro, salsa e cebolinha) quanto ao
conteudo de compostos fendlicos, Carotenoides, clorofila e capacidade
antioxidante.

o Determinar e quantificar os acidos fendlicos e flavonoides das hortalicas por

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3. Revisao de Literatura

3.1. Caracteristicas gerais das hortalicas

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define como hortaligas
plantas herbaceas das quais uma ou mais partes sao utilizadas como alimentos na sua
forma in natura, onde recebe as seguintes designagdes: verduras, quando as partes
verdes sao utilizadas; legumes, quando o fruto ou a semente s&o utilizados; tubérculos e
rizomas, quando as partes subterraneas sao utilizadas (BRASIL, 2014).

O consumo de frutas e hortalicas € de grande importancia para a saude humana,
pois esses alimentos possuem uma grande variedade de nutrientes. As hortalicas
constituem altos teores de vitaminas, como as vitaminas A, C, E e as do complexo B,
além de minerais, como ferro, calcio, potassio e magnésio. Além disso, fornecem fibras
que auxiliam no processo digestivo (ZULETA et al., 2007; VINSON et al., 1998). Sao
importantes fontes de pigmentos e compostos antioxidantes, como os compostos
fendlicos e os Carotenoides (VINSON et al., 1998) e o seu consumo na dieta humana

reduz significativamente o risco de canceres de prostata (COHEN; KRISTAL;



16

STANFORD, 2000). Esses beneficios nutricionais sdo partes das razdes pela grande
procura e aumento no consumo desses vegetais.

Os vegetais possuem dois tipos de metabdlitos, os primarios e os secundarios. Os
metabdlitos primarios sdo responsaveis pela sobrevivéncia do vegetal, estando
relacionado ao processo de fotossintese, respiragcdo e absorcdo de nutrientes enquanto
que os metabdlitos secundarios estao relacionados aos mecanismos de defesa dos
vegetais. Os terpenos, os compostos fendlicos e os compostos que contem nitrogénio
estdo no grupo dos metabolitos secundarios e sédo distribuidos de acordo com a rota

bioldgica que a planta realiza (NASS, 2007; TAYZ; ZEIGER, 2004).

3.2. Alface

A alface (Lactuca sativa L.) € uma das hortalicas folhosas mais populares e
consumidas mundialmente, principalmente na forma de salada. (HENZ; SUINAGA; 2009;
JAGGUER et al., 1941). No Brasil, informagdes levantadas por Sala e Costa (2012)
apontam que os principais tipos de alface cultivados em ordem de importancia econémica
sao0 a crespa, americana, lisa e a romana.

A alface é originaria da regidao do mediterraneo e foi trazida para o Brasil pelos
portugueses. Registros de 4500 a.C indicam que a alface ja era utilizada como planta
medicinal e depois como alimento (RUBATZKY; YAMAGUCHI, 1963). Essa hortalica é
uma planta anual, de clima ameno e pertence a familia Asteraceae (HENZ; SUINAGA,;
2009; JAGGUER et al., 1941). Suas variedades apresentam folhas lisas ou crespas, com
coloragdes variando do verde claro ao escuro e algumas apresentam coloragao roxa, com
formagao ou ndo de cabecga. (FILGUEIRA, 2000; RUBATZKY; YAMAGUCHI, 1963).

As alfaces da variedade crespa (L. sativa L. var crespa) possuem folhas bem

consistentes, crespas e ndo apresentam formacao de cabega. As alfaces lisas (L. sativa
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L. var lisa) ou manteigas apresentam suas folhas muito delicadas e lisas, com aspecto
amanteigado e coloragédo verde-amarelada, podendo formar ou ndo cabecga. As alfaces da
variedade americana (L. sativa L. var americana) sdo caracterizadas pelas folhas crespas,
consistentes e nervuras destacadas, além de apresentar cabeca compacta, sendo a

preferida pelas redes de fast-food (RESENDE et al., 2007).

3.3. Condimentos

Os condimentos sdo mundialmente utilizados na cozinha para proporcionar ou
intensificar sabor aos alimentos. Eles apresentam propriedades antimicrobianas e
antioxidantes, conferindo a preservagdo e conservagao dos alimentos (MORAIS et al.,
2009). A atividade antioxidante que eles apresentam esta diretamente relacionada com os
niveis de compostos fendlicos que ocorrem naturalmente nessas plantas (MARANGONI;
MOURA, 2011).

Os condimentos podem ser adicionados aos alimentos de diversas maneiras,
como extratos, moidos ou na sua forma natural. Podendo apresentar diferentes
compostos em quantidades variadas e com diferentes atividades antioxidantes,

influenciado pela maneira de uso (MADSEN; BERTELSEN, 1995).

O coentro (Coriandrum sativum L.) é originario da regidao do mediterraneo e suas
folhas apresentam coloracdo verde clara amarelada. Sua cultura se adapta bem em
regides de clima quente e se mostra intolerante a baixas temperaturas (RUBATZKY;
YAMAGUCHI, 1963). E muito consumido em diversas regiées do Brasil, especialmente no
Norte, Nordeste e em menor propor¢cdo no Sudeste. Na culinaria, suas folhas e sementes
séo utilizadas na composicéo e decoragao de diversos pratos tipicos e regionais, também

utilizadas como especiarias pois ajudam a prevenir a deterioragdo oxidativa dos



18

alimentos, além do uso como temperos. O coentro possui alto teores de vitaminas A, B1,
B2 e C, além de calcio e ferro (LIMA et al., 2007; WANGENSTEEN; SAMUELSEN,;
MALTERUD, 2004; NASCIMENTO; PEREIRA, 2003; FILGUEIRA, 2000; PEDROSA,;
NEGREIROS; NOGUEIRA, 1984).

O condimento conhecido como cheiro verde é um conjunto das folhas de
cebolinha (Allium fistulosum L.) com folhas de salsa (Petroselinum crispum, (Mill.) Nym.).
E comercializado in natura e muito utilizado na culinaria na forma fresca, como decoracao,
tempero e cozido, sendo muito apreciado pela populagao e cultivado em quase todos os
lares brasileiros (HEREDIA et al., 2003).

A salsa € originaria da regido do mediterraneo e vem sendo utilizada ha séculos
principalmente por suas propriedades medicinais e aromaticas, além de apresentar altos
teores de pro-vitamina A e vitamina C. Suas folhas apresentam grandes diversidades de
formas e coloragdo verde escura brilhante. A origem da cultura de cebolinha vem da
China e é caracterizada pela presenga de bulbos brancos e alongados, com folhas
verdes, longas e cilindricas, apresentando propriedades iguais as da salsa (RUBATZKY;

YAMAGUCHI, 1963).

3.4. Compostos bioativos

3.4.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos estdo presentes em frutas, vegetais e outras plantas,
sendo considerados produtos secundarios do metabolismo vegetal, pois apresentam suas
origens orgéanicas relacionadas com a rota metabdlica do acido chiquimico e ao
metabolismo do fenilpropandides (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006;

ANTOLOVICH et al., 2000; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).
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Esses compostos participam de processos responsaveis pela coloragdo, amargor,
adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa em vérios alimentos (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009; PELEG; BODINE; NOBLE, 1998), sendo importantes na qualidade
sensorial e nutricional de frutas e hortalicas (TOMAS-BARBERAN; FERRERES; GIL,
2000).

Nos vegetais, os fendlicos estdo presentes na forma livre ou ligados a agucares
(glicosideos) e proteinas, englobando desde moléculas simples até moléculas com alto
grau de polimerizagdo (BRAVO, 1998).

Estruturalmente, os fendlicos sao substancias que possuem um anel aromatico
com um ou mais grupos hidroxila, apresentando estrutura variavel, podendo divergir de
uma molécula fendlica simples, para um polimero complexo de massa molecular elevada
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; HERRERO; IBANEZ; CIFUENTES,
2005).

Os compostos fendlicos sdo considerados antioxidantes, inclusos na categoria de
interruptores de radicais livres, apresentando grande eficiéncia na prevengao da oxidagao,
conferindo aos alimentos, e ao organismo, propriedade antioxidante (WROLSTAD;
DURST; LEE, 2005; SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

Nas dietas ricas em frutas e verduras, a presenca dos acidos fendlicos e dos
flavonoides, pode contribuir para efeitos protetores na saude auxiliando na promocéo de
saude das pessoas. Os acidos fendlicos potencialmente envolvidos nesses efeitos
benéficos sdo o acido galico, cumarico, caféico e o clorogénico (CROZIER et al., 2006).

O teor de compostos fendlicos pode variar entre os vegetais folhosos e estes
podem ser incluidos na dieta como potenciais fornecedores de antioxidantes naturais

(KHANAM et al., 2012).
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As metodologias para determinagdo de compostos fendlicos com o reagente de
Folin-Ciocalteau sdo as mais utilizadas. O mecanismo basico desse método é a
ocorréncia da reacdo de oxirredugao, em meio basico, com formag¢ao de um produto de
coloragdo azul intensa, a qual € medida em espectrofotbmetro na regido do visivel.
Quanto maior for o conteudo de compostos fendlicos, maior sera a intensidade da

coloracdo azul do produto (ROGINSK; LISSI; 2005; BONOLI et al., 2004).

3.4.2 Clorofila

Clorofilas sao compostos bioativos presentes naturalmente em plantas,
proporcionando a sua coloracao especifica. Elas sdo os principais pigmentos absorventes
de luz em algas, bactérias fotossintéticas e vegetais, sendo responsaveis pelo processo
da fotossintese. (CHITARRA; CHITARRA, 2005; SCHOEFS, 2002).

Existem dois principais tipos de clorofila, a clorofila a e clorofila b. Nas plantas
verdes folhosas sao encontradas a clorofila a e a clorofila b na propor¢céo aproximada de
3:1, diferindo entre si no substituinte do carbono C-3. A clorofila a apresenta um grupo
metil, enquanto que a clorofila b apresenta um grupo formil (CHITARRA; CHITARRA,
2005).

A identificagcdo da clorofila € baseada na absorcdo da luz visivel. Os espectros
visiveis das clorofilas sdo caracterizados pelas bandas de absor¢gdo maxima da luz entre
660 a 665 nm para clorofila a e entre 642 a 652 nm para clorofila b (HUMPHREY, 1980).
A espectroscopia de absorcdo € a maneira mais simples de identificar os principais
pigmentos presentes numa mistura e a concentracdo do pigmento € calculada a partir de
um conjunto de equagdes definidas (SCHOEFS, 2002).

Na industria de alimentos as clorofilas sdo utilizadas como corantes alimentares

naturais devido a sua coloracdo verde (HOSIKIAN et al.,, 2010; SPEARS, 1988). A
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clorofila a e seus derivados (feofitina e feoforbideo) apresentam propriedades
antioxidantes, tendo papel fundamental na prevencédo do cancer (HOSIKIAN et al., 2010;

FERRUZZI; BLAKESLEE, 2007; LANFER-MARQUEZ; BARROS; SINNECKER, 2005).

3.4.3. Carotenoides

Os carotedoides sao um conjunto de pigmentos lipossoluveis que apresentam,
cores amarela, laranja e vermelha sendo as frutas e hortaligas as principais fornecedores
destes compostos (CARLSEN et al., 2011; KRINSKY; JOHNSON, 2005). Nas plantas
verdes os Carotenoides estdo localizado nos cloroplastos como uma mistura de a e -
carotenos, B -criptoxantina, luteina, zeaxantina, violaxantina e neoxantina estando
associados as proteinas e normalmente eles sdo mascarados pela presenga de outros
pigmentos clorofilicos dominandes (MALDONADO-ROBLEDO et al., 2003).

Os Carotenoides sao sintetizados pelas plantas e os animais devem obté-los
desses alimentos. O conteudo de Carotenoides nas frutas e vegetais depende de varios
fatores como: variedade genética, estadio de maturacdo, armazenamento pés-colheita,
processamento e preparo (CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005).

Os Carotenoides tém sido extensivamente estudados em um grande numero de
produtos alimentares devido as suas propriedades benéficas a saude. E ainda, sao
utilizados pelas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética como corantes naturais e
para o enriquecimento de alimentos (NIIZU, 2003). Além disso, esses compostos exercem
funcdes fisioldgicas, atuando como antioxidantes, precursores da vitamina A e
fotoprotetores. Desta forma os Carotenoides tém sido frequentemente utilizados como
biomarcadores de estados de doencga, pois sinalizam o estado nutricional e a saude do

individuo humano (VON LINTIG, 2010).
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Os Carotenoides sao representados por um grupo de compostos polifendlicos que
proporcionam um envelhecimento saudavel quando incluido em dietas (RAO; RAO,
2007). Exercem um papel fundamental pois s&o precursores de vitamina A, sendo o (3-
caroteno o que possui maior atividade como proé-vitamina A. Frutas e vegetais s&o
exemplos de alimentos onde pode-se encontrar Carotenoides pro-vitaminicos. Sua
ingestdo esta relacionada com a prevengcdo do cancer, catarata, arterosclerose e
processos de envelhecimento (BARBOSA-FILHO et al., 2008). O a-caroteno, 3-caroteno e
B-criptoxantina sdo considerados Carotenoides pro-vitaminicos A (TANAKA et al., 2012;
KIM; GIRAUD; DRISKELL, 2007). Os Carotenoides luteina e zeaxantina estdo relacionados
com a protecdo da degeneragdo macular e catarata, além da diminuicdo do risco de
doengas cardiovasculares e certos tipos de cancer (TANAKA et al., 2012).

Segundo dados epidemiolégicos, o B-caroteno, licopeno, luteina e zeaxantina,
demostraram contribuir para a prevengao de doengas degenerativas, dentre elas as
doengas cardiovasculares, diabetes e alguns tipos de cancer (CHAROENSIRI et al.,
2009).

As hortalicas verdes, folhosas ou ndo, possuem um perfil qualitativo definido,
sendo o B-caroteno, a violaxantina, a luteina e a neoxantina os Carotenoides majoritarios.
Podem conter também Carotenoides minoritarios como a-caroteno, a-criptoxantina, B-
criptoxantina, zeaxantina, anteraxantina e luteina-5,6-epdxido. Nestes vegetais, os
Carotenoides encontram-se em cloroplastos e n&do sdo esterificados (RODRIGUEZ-

AMAYA, 2008).

3.5. Atividade antioxidante

Os antioxidantes sao substancias que podem prevenir ou retardar o processo de

oxidagcdo de outras moléculas nas etapas de iniciagdo ou propagagao de reacdes de
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oxidagdo em cadeia causados por radicais livres, ajudando o organismo a reduzir certos
danos oxidativo no corpo humano (ALI et al., 2008; NAMIKI, 1990).

Produzidos como metabdlicos secundarios de plantas, os antioxidantes naturais
possuem uma ampla aplicagdo no setor farmacéutico, cosmético e nutricional.
Atualmente, tém ganhado uma importancia crescente na industria de alimentos, pois os
antioxidantes sintéticos como o BHA (butil-hidroxianisol), o BHT (butil-hidroxitolueno) e o
TBHQ (terc-butilhidroquinona) tem despertado preocupagdes quanto as suas doses de
seguranca e toxicidade (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Ainda ndo ha um método padrao para determinar a atividade antioxidante in vitro,
dessa forma, varios ensaios tém sido testados para essa finalidade, como o sistema -
caroteno/ acido linoléico, o ABTS, o DPPH, o FRAP, ORAC entre outros (MOON;
SHIBAMOTO, 2009). Segundo pesquisas que analisaram a atividade antioxidante em
frutas e vegetais, os métodos mais utilizados sédo o ensaio do DPPH e o ensaio do ABTS
devido a sua relativa simplicidade por serem métodos praticos, rapidos e sensiveis (WU et
al., 2006; HUANG; OU; PRIOR, 2005 ; STRATIL; KLEJDUS; KUBAN; ARNAO, 2006).
Esses ensaios medem a habilidade do antioxidante de sequestrar o radical e impedir a
reacao dele com o substrato, onde a absorbancia da reagcdo decai a medida que os
radicais vao sendo consumidos (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

O DPPH é um radical de hidrogénio de cor violeta e a reducéo desse radical, visa
avaliar a habilidade que uma substancia tem de sequestrar o radical livre estavel DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil), sendo os resultados da atividade sequestrante obtidos através
da reducdo da absorbancia e consequentemente perda de cor do radical (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

O ensaio ABTS avalia a atividade antioxidante através da captura do radical 2,2-

azinobis (3-etilbenzoatiazolina-6-acido sulfénico) pela inibicdo do cation ABTS na
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presenga de antioxidantes na reagdo (KUSKOSKI et al., 2006). O radical ABTS é gerado
diretamente por uma reacdo de persulfato de potassio formando um croméforo verde
azulado (FREITAS et al., 2006; VILLANO et al., 2004). A mistura do antioxidante com o
radical faz com que ocorra a redu¢do do ABTS™ a ABTS com a perda da coloracéo
(HUANG et al., 2005).
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Abstract

Lettuce (Lactuca sativa L.) is one of the most popular leafy vegetables and consumed
mainly in nature in the form of salads. Varieties have smooth or curly leaves, with colors
ranging from light green to dark green and some have purple color, with training or no
head. It is rich in vitamins, minerals, fiber and other phytochemicals such as phenols and
natural antioxidants, so the interest of the population in eating foods with healthy actions
on the body is growing. The objective of this study was to evaluate three lettuce varieties
(Smooth, Curly and Cabbage) in two periods, to evaluate the total phenolic compounds
(TPC), total antioxidant capacity (TAC), carotenoids and quantification of phenolic acids
and flavonoids. Three lots of each sample were acquired in the local market in two
seasons, 1% period (August/2013) and 2" period (January and February/2014) and its
leaves (edible parts) were dried for determination. Analyses were performed individually in
triplicate and the results expressed as mean * standard deviation. The Curly lettuce
showed the highest TPC and TAC levels while Smooth lettuce showed. The
hydroxycinnamic acids were identified on lettuce, being the most predominant chlorogenic
acid, following ferulic acid and caffeic acid. Among the flavonoids, rutin was the most
common form found in leafy vegetables used in this study. Thus, Smooth, Curly and
Cabbage lettuce can be characterized potential sources of bioactive compounds when
included in the human diet. And among the three cultivars, Curly lettuce presents greater

amounts of bioactive compounds.

Keywords: lettuce, bioactive compounds, antioxidants, analytical methods

Introduction



33

Lettuce (Lactuca sativa L.) is one of the most popular leafy vegetables and
consumed mainly in nature in the form of salads and it is a good dietary source of natural
antioxidants [1, 2]. In Brazil, information gathered by Sala and Costa [3] pointed out that
the main types of lettuce grown in economic importance order are Curly, Cabbage and
Smooth.

This vegetable is native of the Mediterranean region and was brought to Brazil by
the Portuguese. Records from 4.500 BC indicate that lettuce was firstly used as a
medicinal plant and later as food [4]. This vegetable is an annual plant with a mild climate
and belongs to the family Asteracea [1, 3]. Varieties have smooth or curly leaves, with
colors ranging from light green to dark green and some have purple color, with training or
no head [5, 4].

This vegetable is rich in vitamins, minerals and other phytochemicals such as
phenols and fiber, essential compounds in disease prevention and health promotion in
people [6]. Also, high concentrations of antioxidants and phenolic compounds have been
detected [7].

Phenolic compounds are considered antioxidants, being included in the category
of free radical switches, with great efficiency in preventing oxidation, giving the food and
the body antioxidant property [8, 9]. It is also reported the biological effects related to this
compound in the diet as anticarcinogenic, antimicrobial and anti-inflammatory [10] that are
indicated for the treatment and prevention of cancer, cardiovascular and inflammatory
diseases [11, 12, 13]. Concentrations of phenolic acids in lettuce are sensitive to
environmental conditions [14].

Natural antioxidants are standing out more and more between consumers and
researchers, as they are mostly found in foods such as fruits and vegetables, considered

important sources of this compound. These foods are found the three main groups of
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antioxidants: vitamins, carotenoids and phenolic substances [15]. Thus, there is a growing
interest of the population in eating foods with healthy actions on the body.

The objective of this study was to provide information about the potential use of
lettuces as an effective source of natural antioxidants occurring naturally in foods;
specifically to compare three different varieties of lettuce (Smooth, Curly and Cabbage)
with respect to its contents of total phenolic, antioxidante capacity and identification

phenolic acids and flavonoids

Materials and Methods

Material

The samples of lettuce were acquired in trade in Araraquara-SP, Brazil in two
different periods of cultivation: August 2013 [1% period]; and January/February 2014 [2"
period]. Three lettuce cultivares (Lactuca sativa L.) were used, and distinct as the
morphological type (Embrapa, 2009): smooth loose lettuce (Smooth), curly loose lettuce
(Curly) and cabbage curly lettucce (Cabbage). The average ambient temperature was 19.6
°C (12.5 °C minimum and maximum 26.8 °C) for the first period (1% period) and 26.0 °C
(minimum 20.6 and maximum 31.4 °C) for the second period (2" period) [16].

Three lots collected from each sample and aerial parts (edible parts) were
analyzed. The samples were washed and dried in an air circulation oven (320 UP, Fanem)
for 72 hours at 40 °C. Dried samples were ground in a blender (Laboratory Blender),
sieved and stored in glass jars at room temperature and away from light. Analyses were

performed in three lots in triplicate.

Extraction of phenolic and antioxidants
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The extraction of total phenolics compounds and antioxidant was carried out with 1
g of sample in 25 mL of 30% methanol in water bath with stirring for 1 hour at 60 ° C
(Dubnoff bath ET-053, Tecnal) after centrifuged (HIMAC CR22ClI, Hitachi) for 30 minutes
at 27.000 g and filtered directly into a 25 mL volumetric flask. The extracts were stored at -

18 ° C [5].

Determination of total phenolic content

The total phenolics content was determined according to Singleton and Rossi [17].
The calibration curve was prepared using gallic acid in concentrations ranging from 2.0 to
8.0 ug.mL™" and the results were expressed as milligrams of gallic acid (GA) per gram of

dry weight (DW).

Total antioxidant capacity

DPPH and ABTS

The total antioxidant capacity by DPPH was determined according to the method
described by Brand-Williams [12] with modifications. In the dark, 0.1 ml of the extracts was
transferred to tubes with 3.9 mL of 0.006 mM DPPH radical and followed by
homogenization. Readings were taken after 30 minutes in a spectrophotometer (DU®640
Spectrophotometer, Beckman) at a wavelength of 515 nm. Two calibration curves were
prepared by using Trolox and ascorbic acid. The curves showed concentrations ranging
from 0.5 to 4.6 pg.mL™. The results were expressed as milligrams of ascorbic acid (AA)
and/or Trolox (TR) per gram DW.

In the ABTS test, the total antioxidant capacity was determined according to the
method described by Rufino et al., [18]. Two standard curves were prepared (ascorbic acid

and trolox). The ascorbic acid calibration curve was prepared with concentrations ranging
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from 0.05 to 3.0 pg.mL™" and the results were expressed as milligrams of AA per gram
DW. A Trolox calibration curve showed concentrations ranging from 0.05 to 5.0 ug.mL™”

and results were expressed in mg of TR per gram DW.

Determination of total carotenoids

1 g of dry sample was weighed and extraction was performed with pure acetone
cooled using vortex until complete extraction of the pigments. The carotendies were
transferred into petroleum ether and brought to volume in a volumetric flask. The
absorbance was read with a spectrophotometer (DU®640 Spectrophotometer, Beckman)
at 450 nm and the content of carotenoid expressed in pg.g™"' bs concerning terms of B-

carotene (A1% 1cm the 2592 in petroleum ether), applying Beer Law.

Determination and quantification of phenolic acids and flavonoids by HPLC

The extraction of the compounds was performed with 1 g of sample in 25 mL of
80% methanol by vortexing for 4 minutes, after centrifuged (HIMAC CR22ClII, Hitachi) for
15 minutes at 26,723.25 g and filtered directly into a 25 mL volumetric flask. The extracts
were filtered through Millipore membrane 0.22 microns and analyzed.

We used a High pressure liquid chromatography (Shimadzu, Kyoto, Japan)
controlled by Class-VP software equipped with pump, autosampler and photodiode array
detector (DAD). The analysis was conducted using Thermo® C18 column (4.6 x 250 mm, 5
Mm), maintained at 25 °C and the injected sample volume was 20 uL.

The mobile phase used was acetic acid solution 2% (A) and acetonitrile (B) with
the following gradient: initially 90% A and 10% B; 0-7 minutes 90% A and 10% B; 7-15

minutes 85% A and 15% B; 15-32 minutes 45% A and 55 B; 32-38 minutes 25% A and



37

75% B; 38-50 minutes 90% A and 10% B with a flow rate of 0.5 ml/min. The mobile
phases and standards were filtered before injection at 0.22 ym millipore membrane.

The wavelengths used for detection were 280, 320 and 360 nm. The standards
used were phenolic acids (caffeic, ferulic and chlorogenic) and flavonoids (rutin and
apigenin). Compounds were identified and quantified by convencional retention times

using appropriate standards. The results were expressed as pg.g™ DW.

Statistical Analysis

The whole experiment was conducted with three lots of samples individually
analyzed in triplicate and the results were expressed as means * SD (standard deviation).
Statistical analysis was performed using the software Origin®. The results were submitted
to analysis of variance (ANOVA), assuming p <0.05 (5%), followed by comparison of

means by Tukey test.

Results and discussion

Total phenolic content

The amount of total phenolic content, estimated with Folin-Ciocalteu varied greatly
between selected vegetables (Table 1). The total phenolic content ranged from 3.06 to
11.99 mg AG.g"' DW for the 1% period and from 3.65 to 13.58 mg AG.g bs™' for the 2™

period.

Tabela 1. Total antioxidant capacity and total phenolics in lettuce analyzed in two periods of cultivation:
August 2013 [1% period]; and January / February 2014 [2™ period]'.
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Total antioxidant capacity (mg.g™ DW) Total
Vegetable/ Trolox Ascorbic acid phenolics
Period (mg AG.g™
DPPH ABTS DPPH ABTS
DW)
Cabbage lettuce
1% period 448 +0.52% 2.21+0.26° 3.19 £ 0.36° 1.99 + 0.202 3.06 £ 0.27°
2" period 3.90£0.53* 2.02+0.512 2.79 £ 0.30° 1.84 £ 0.392 3.65 £ 0.49°
Smooth lettuce
1% period 12.01+ 3.92% 11.72 + 1.582 9.54 + 2.67° 10.46 + 1.23° 9.73 +1.29°
2" period 17.46 + 3.42% 9.56 + 2.00° 12.60 £2.40° 8.79 £ 1.56° 9.45 + 1.62°
Curly lettuce
1% period 15.14 £+ 5.24% 13.85+ 1.032 11.67 £ 3.57% 12.12+0.802 11.99 £ 1.25°

2" period 26.41 +7.55* 15.21 + 3.00° 18.74 £+ 5.10% 13.18 £ 2.342 13.58 + 2.902

' Values are means + SD of three sample lots analysed individually in triplicate. Values with the same letter for the
analyse level in the 1 period and in the 2* period for the same vegetable are not significantly different (p>0.05).

It was observed that the highest level of TPC in Curly lettuce followed by Smooth
lettuce (9.73 [1%! period] and 9.45 [2" period] mg AG.g™' DW) while the lower concentration
was observed in Cabbage lettuce (3.06 [1°%! period] and 3.65 [2" period] mg AG.g™' DW). It
can be seen that the Smooth and Curly lettuce have three and four times more phenolic
compounds variety of Cabbage lettuce. The TPC showed no statistical difference (p> 0.05)

between the studied periods, but the highest values were found in the 2" period (Table 1).

Total antioxidant capacity (TAC)

The total antioxidant capacity (TAC) reflects inhibition of the production of free
radicals in a given food. The TAC was measured using DPPH and ABTS assays (Table 1),
assays which are widely used because of their relative simplicity they practical, rapid and

sensitive [20, 21, 22]. Also, because of the wide variation of the results the TAC between
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analytical methods it is necessary to use more than one method for this determination [23],
so the methods of ABTS and DPPH were those recommended in this study.

The TAC in lettuce, which were expressed as Trolox and ascorbic acid are two
antioxidants widely used as reference standards, ranging from methods of analysis (Table
1). The lettuce used in this study had higher TAC values when we used the DPPH test
compared with the use of ABTS test, both values expressed in Trolox as ascorbic acid.
CAT values expressed in Trolox equivalents were higher than the values found in ascorbic
acid equivalents for both ABTS and methods DPPH (Table 1). The Curly lettuce
presented, in the two culture periods analyzed to have the highest TAC values compared
to other varieties of lettuce, regardless the assay used. Cabbage lettuce contained
significantly lower amounts of TAC and TPC.

Khanam et al., [24] analyzing leafy vegetables including lettuce (unidentified
cultivars) had lower TAC values than those found in this study. When they used the ABTS
assay they obtained 0.05 mg TR.g bs™ and 0, 03 mg AA.g" bs and when they used
DPPH, they obtained 0.02 mg TR.g bs™ and 0.01 mg AA.g bs™. Smaller CAT values were
also observedused when the test DPPH was used.

The present study provides a new approach by analyzing the total antioxidant
capacity expressed in Trolox and ascorbic acid equivalent in different varieties of lettuce
using two methods (DPPH and ABTS) that span multiple different oxidation products for

biological mechanisms of action.

Phenolic acids and flavonoids

The composition and concentration of the phenolics were determined by HPLC
analysis are shown in Table 2. The hydroxycinnamic acids were identified in these leafy
vegetables being the most predominant chlorogenic acid, at concentrations as high as

1.21 mg.g" DW in Smooth lettuce, followed by Curly lettuce (1.07 mg.g”" DW) and
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cabbage lettuce (0.35 mg.g" DW) in the 1% period and 2™ period the highest
concentrations were found in Currly lettuce presenting 2.99 mg.g” DW, followed by
Smooth lettuce (1.01 mg.g™' DW) and Cabbage lettuce (0.59 mg.g™' DW).

The second most abundant hydroxycinnamic acid was caffeic acid, which reached
concentrations of 0.89 mg.g” DW Currly lettuce in the 1% period and 1.14 mg.g™ DW in
Smooth lettuce in the 2" period. The ferulic acid was also identified in the lettuce, but in
lower concentrations when compared to other acids, where the Curly lettuce contained
higher concentration in the 1% period (0.57 mg.g™' DW) and 2" period (1.11 mg.g™ DW).

Khanam et al., [24] identified no hydroxycinnamic acids in the sample lettuce,
varieties not specified, but identified as vanillyl hydroxybenzoic acid, salicylic acid, gallic
acid and p-hydroxybenzoic acid.

Among the flavonoids, rutin (quercetin-3-rutinoside) was the most common form
found in leafy vegetables used in this study. The curly lettuce contained the highest rutin
content in both the 1% period (1.59 mg.g™' DW) and in the 2" period (1.80 mg.g™ DW). In
Smooth lettuce rutin also was identified, with higher concentration in the 2" period (1.52
mg.g”" DW) than in the 1% period (0.73 mg.g”" DW). The apigenin was detected only in
Smooth lettuce with high concentrations in the 2" period (4.36 mg.g™' DW) and low in the
1% period (2.21 mg. g”' DW). In the Cabbage lettuce no flavonas were identified. Huber et
al., [25] found the presence of quercetin in Smooth lettuce (0.0067 to 0.0098 mg.g™') and
Curly lettuce (0.0072 to 0.031 mg.g™') analyzed in winter and summer, and it was also
observed higher value of this flavonoid in the summer period. The flavonoid kaempferol
and apigenin were not detected in these samples in accordance with the non-detection in
this study (data not shown). Franke et al. [26] found quercetin and kaempferol in higher
concentrations in lettuce cultivar Iceberg and lower concentrations of apigenin, luteolin and

kaempferol. Diets rich in flavonoids may help to improve the cellular antioxidant defenses
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and neutralize the free radicals that damage cells providing the maintenance of health and

consequently providing a healthy life [27, 28].



Tabela 2. Concentration of phenolic acids and flavonoids in lettuce analyzed in two periods of cultivation:
August 2013 [1% period]; and January / February 2014 [2™ period]'.

Lettuces Chlorogenic acid Caffeic acid Ferulic acid
Periods 1% 2" 15 2nd 15 2nd
Cabbage 0.35:0.16™ 0.59+155.7° 0.36£0.17°%  0.13+0.04™ 0.19£0.06™  0.37+0.09“°
Smooth 1.21+0.22"® 1.01+ 294.2" 0.86+0.17"%  1.140.37"® 0.39+0.10"  0.51+0.44"
Curly 1.07+0.03*° 2.99+0.50" 0.89+0.11°*  0.36+0.12%° 0.57+0.05"°  1.11+0.26"
Rutin Apigenin
Periods 1%t 2" 1% 2"
Cabbage nd. n.d. n.d. n.d.
Smooth 0.73+0.14% 1.52+0.89% 2.21£0.37° 4.36+2.18°
Curly  1.590.24" 1.80+0.36™ n.d. n.d.

! Values are means + SD of three sample lots analysed individually in triplicate. Values with the same letter for the acid
fenolic and flavonoid level in 1% period and 2™ period for the same vegetable are not significantly different (p>0.05).
Values with the same letter in column not significantly different (p>0.05) between the lettuces; n.d.: not detected.
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Carotenoids

Carotenoids are represented by a group of polyphenolic compounds
that provide a healthy aging when included in the diet [29] and fruits and
vegetables major dietary source of this compound [30, 31]. The concentrations
of carotenoids which were determined by spectrophotometric analysis are
shown in Table 3. The total carotenoid content ranged from 36.38 to 122.75
ug.g”' DW for the 1% period, and 135.06 to 219.67 pg.g” DW for the 2" period.
In the analyzes carried out during the 1% period the Curly lettuce presented the
highest value (122.75 ug.g" DW) of total carotenoids, followed by Smooth
lettuce (112.67 pg.g”' DW) and Cabbage lettuce (36.38 pg.g™' DW), unlike in the
2" period, the highest concentrations were found in Smooth lettuce (219.67
ug.g”' DW), followed by Cabbage lettuce (209.53 pg.g” DW) and Curly lettuce
(135.06 pg.g™' DW).

Burns et al. [32] studied originating lettuce samples of Spain (cultivar
unidentified) quantified total carotenoid content of 585.7 ug.g’ DW and
carotenoids were identified in greater quantity the B-carotene (225.7 ug.g”' DW)
and to a lesser extent the neoxanthin (51.8 ug.g ' DW), also being identified in
violaxanthin and lutein.

The large variation in carotenoid content can be related by factors such
as seasonal variation, farming practices such as organic farming and food

processing, factors that are not very studied, requiring specific research [29].
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Tabela 3. Concentration of carotenoids in lettuce analyzed in two periods of

cultivation: August 2013 [1% period]; and January / February 2014 [2™ period]".

Carotenoids (ug.g™' DW)

Lettuces
15! period 2" period
Cabbage 36.38+9.65™" 209.53+10.55™
Smooth 112.67+78.397° 219.67+7.92"2
Curly 122.75+76.82"2 135.06+71.88"°

' Values are means + SD of three sample lots analysed individually in triplicate. Values
with the same letter in line are not significantly different (p>0.05) between the 1% period
and the 2™ period; values with the same letter in column not significantly different
(p>0.05) between the lettuces.

Conclusion

The phenolic compounds, the carotenoids and the antioxidant capacity
varied among of lettuce cultivars and between the analyzed periods. The Curly
lettuce showed the highest TPC and TAC levels while the cabbage lettuce
showed the lowest levels, for both analyzed periods. Regarding the carotenoids,
it can be concluded that the second period presented high levels of these
compounds, especially the Smooth lettuce. The hydroxycinnamic acids were
identified in the lettuce. The most predominant acid was the chlorogenic acid
followed by caffeic acid and ferulic acid. Among the flavonoids, rutin was the
most common form found in leafy vegetables used in this study. Thus, Curly,
Smooth and Cabbage lettuce can be characterized potential sources of natural
antioxidants and bioactive compounds when included in the human diet. And
among the three cultivars, Curly lettuce presents greater amounts of bioactive

compounds.

Acknowledgments

The authors would like to thank Sao Paulo State University for technical
support.



45

Conflict of interest

The authors declare that they have no conflict of interest.

Compliance with Ethics Requirements

This article does not contain any studies with human or animal subjects.

References

1. Henz GP, Suinaga FA (2009) Types of lettuce grown in brazil. Embrapa
vegetables 75:7

2. Jagger IC, Whitaker TW, Uselman JJ, Owen, WM (1941) The imperial
strains of lettuce. United states department of agriculture, 15

3. Sala FC, Costa CP (2012) Retrospective and trend of brazilian
alfacicultura. Brazilian horticulture 30:187-194

4. Rubatzky EV, Yamaguchi M (1963) World vegetables: principles,
prodution and nutritive values. Gaithersburg: aspen publication 2:3-4

5. Gomes T, Delgado T, Ferreira A, Pereira JA, Baptista P, Casal S,
Ramalhosa E (2013) Application of response surface methodology for
obtaining lettuce (lactuca sativa L.) By-products extracts with high
antioxidative properties. Industrial crops and products 44:622-629

6. Llorach R, Martinez-sanchez A, Tomas-Basberan FA, Gil Ml, Ferreres F
(2008) Characterisation of polyphenols and antioxidant properties of five
lettuce varieties and escarole. Food chemistry 108:1028-1038

7. Heimler D, lIsolani L, Vignolini P, Tombelli S, Romani A (2007)
Polyphenol content and antioxidant activity some species of freshly
consumed salads. Journal of agrigcultural and food chemistry 55:1724—
1729

8. Wrolstad RE, Durst RW, Lee J (2005) Tracking color and pigment
changes in anthocyanin products. Trends in food science & technology
16:423-428

9. Shahidi F, Janitha PK, Wanasundara PD (1992) Phenolic antioxidants.

Critical reviews. Food science nutrition 32:67-103



46

10.Herrero M, Ibanez E, Cifuentes, A (2005) Analysis of natural antioxidants
by capillary electromigration methods. Journal of separation science
28:883-897

11.Vaher M, Koel M (2003) Separation of polyphenolic compounds
extracted from plant matrices using capilary electrophoresis. Journal of
chromatography 990:225-230

12.Brand-Williams W, Cuvelier ME, Berset C (1995) Use of free radical
method to evaluate antioxidant activity. Lebensmittel wissenschaft und
technologie 28:25-30

13.Bravo L (1998) Polyphenols: chemistry, dietary sources, metabolism and
nutrition significance. Nutrition reviews 56:317-333

14.Liu X, Ardo S, Bunning M, Parry J, Zhou K, Stushnoff (2007) Total
phenolic content and dpph radical scavenging activity of lettuce (Lactuca
sativa L.) Grown in colorado. Food science and technology 40:552-557

15.Thaipong K, Boonprakob U, Crosby K, Cisneros-Zevallos L, Byrne DH
(2006) Comparison of abts, dpph, frap, and orac assays for estimating
antioxidant activity from guava fruit extracts. Journal of food composition
and analysis 19:669-675

16.lpmet, meteorological research institute of Bauru. Available in: <http//:
www.ipmet.unesp.br>. Access: February 2014

17.Singleton VL, Rossi JA (1965) Colorimetry of total phenolics with
phosphomolybdic phosphotungstic acid reagents. American journal of
enology and viticulture 16:144-158

18.Rufino MSM, Alves RE, Brito ES, Péres-Jiménez J, Saura-Calixto F,
Mancini-Filho J (2010) Bioactive compounds and antioxidant capacities
of 18 non-traditional tropical fruits from brazil. Food chemistry 121:996-
1002

19.Rodriguez-Amaya DB (2001) A guide to caroteniod analysis in foods 64

20.Wu LC, Hsu HW, Chen YC, Chiu CC, Lin YL, Ho, JAA (2006) Antioxidant
and antiproliferative activities of red pitaya. Food chemistry 95:319-327

21.Huang D, Ou B, Prior RL (2005) The chemistry behind antioxidant
capacity assays — review journal of agricultural and food chemistry
53:1841-1856



47

22.Stratil P, Klejdus B, Kuban V (2006) Determinations of total contente of
phenolic compounds and their antioxidante activity in vegetables
evaluation of spectrophotometric methods. Journal of agricultural and
food chemistry 54:607-616

23.Schlesier K, Harwat M, Béhm V, Bitsch R (2002) Assessment of
antioxidant activity by using different in vitro methods. Free radical
research 36: 177-187

24.Khanam UKS, Oba S, Yanase E, Murakami Y (2012) Phenolic acids,
flavonoids and total antioxidant capacity of selected leafy vegetables.
Journal functional foods 4:979-987

25.Huber LS, Hoffmann-Ribani R, Rodriguez-Amaya DB (2009) Quantitative
variation in Brazilian vegetable sources of flavonols and flavones. Food
Chemistry 113:1278-1282

26.Franke AA, Custer LJ, Arakaki C, Murphy SP (2004) Vitamin ¢ and
flavonoid levels of fruits and vegetables consumed in hawaii. Journal of
food composition and analysis 17:1-35

27.Ross JA, Kasum CM (2002) Dietary flavonoids: bioavailability, metabolic
effects, and safety annu. Rev. Nutr 22:19-34

28.Carvalho IS, Cavaco T, Brodelius M (2011) Phenolic composition and
antioxidant capacity of six artemisia species. Industrial crops and
products 33:382-388

29.Rao AV, Rao LG (2007) Carotenoids and human health. Pharmacol res
55:207-216

30.Krinsky NI, Johnson EJ (2005) Carotenoid actions and their relation to
health and disease. Mol aspects med 26:459-516

31.Carlsen MH, Karlsen A, Lillegaard IT (2011) Relative validity of fruit and
vegetableintake estimated from an ffq, using carotenoid and flavonoid
biomarkers andthe method of triads. Br j nutr 105:1530-1538

32.Burns J, Fraser PD, Bramley PM (2003) Identification and quantification
of carotenoids, tocopherols and chlorophylls in commonly consumed
fruits and vegetables. Phytochemistry 62:939-947


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669010002888#bib0120

48

CAPITULO IIT

Compostos fendlicos e antioxidantes de
condimentos analisados em dois periodos de

cultivos
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Resumo

Os condimentos sdo mundialmente utilizados na cozinha para proporcionar ou
intensificar sabor aos alimentos. Eles apresentam propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, conferindo a preservacao e conservagao dos
alimentos. Eles podem ser adicionados aos alimentos de diversas maneiras,
como extratos, moidos ou na sua forma natural, apresentando diferentes
compostos em quantidades variadas e com diferentes atividades antioxidantes,
influenciado pela maneira de uso. O objetivo deste estudo foi verificar e
quantificar os compostos fendlicos totais (CFT), capacidade antioxidante total
(CAT), acidos fendlicos, flavonoides, clorofilas e Carotenoides presentes em
trés variedades de condimentos analisados em diferentes periodos. Utilizaram-
se trés tipos de condimentos, o coentro (Coriandrum sativum L.), a salsa
(Petroselinum crispum, (Mill.) Nym.) e a cebolinha (Allium fistulosum L.), sem a
identificacdo de cultivares. Trés lotes de cada amostra foram adquiridos no
comeércio local de Araraquara-SP em dois periodos do ano, 1° periodo (agosto/
2013) e 2° periodo (janeiro e fevereiro/ 2014) e suas folhas (partes
comestiveis) foram secas para as determinagdes. As analises foram realizadas
individualmente em triplicata e os resultados expressos em média + desvio
padrdo. Os teores de Carotenoides pouco variaram entre os condimentos e
entre os periodos analisados. O coentro mostrou ser o condimento que
apresentou o maior teor de CFT com concentragdes maiores no 1° periodo de
cultivo analisado. As maiores concentracbes de Carotenoides totais e clorofila
a, b e total foram encontradas no 2° periodo de cultivo analisado, com
destaque para o coentro com maiores teores desses compostos. Desta forma,
os condimentos podem ser caracterizados potenciais fonecedores de
compostos bioativos e antioxidantes naturais quando incluidas na dieta
humana. O coentro recebeu grande destaque entre os demais condimentos, no
entanto ele ndo € muito consumido em nossa regidao, porém esse estudo
fornece informagdes cientificas para as pessoas adquirirem novos habitos

alimentares saudaveis e incluirem esse novo condimento na dieta.

Palavras-chave: condimentos, compostos bioativos e antioxidantes.
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1. Introdugao

Os condimentos sdo mundialmente utilizados na cozinha para
proporcionar ou intensificar sabor aos alimentos. Eles apresentam
propriedades antimicrobianas e antioxidantes, conferindo a preservacéo e
conservagao dos alimentos (MORAIS et al., 2009). A atividade antioxidante que
eles apresentam esta diretamente relacionada com os niveis de compostos
fendlicos que ocorrem naturalmente nessas plantas (MARANGONI; MOURA,
2011).

Os condimentos podem ser adicionados aos alimentos de diversas
maneiras, como extratos, moidos ou na sua forma natural. Podendo apresentar
diferentes compostos em quantidades variadas e com diferentes atividades
antioxidantes, influenciado pela maneira de uso (MADSEN; BERTELSEN,
1995).

O cheiro verde € um conjunto das folhas de cebolinha (Allium
fistulosum L.) com folhas de salsa (Petroselinum crispum, (Mill.) Nym.),
condimento muito utilizado na culinaria na forma fresca, como decoracao,
tempero e cozido, sendo muito apreciado pela populagao e cultivado em quase
todos os lares brasileiros (HEREDIA et al., 2003).

O coentro (Coriandrum sativum L.) € muito consumido em diversas
regides do Brasil, especialmente no Norte, Nordeste e em menor propor¢ao no
Sudeste. Na culinaria, suas folhas e sementes sao utilizadas na composicao e
decoragdo de diversos pratos tipicos e regionais (WANGENSTEEN;
SAMUELSEN; MALTERUD, 2004; PEDROSA; NEGREIROS; NOGUEIRA,

1984).
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A concentracdo e a composi¢cdo dos compostos presentes nos
condimentos sofrem a influéncia de alguns fatores como o cultivar, a origem
geografica, a estagdo climatica, as praticas agricolas, condicbes de
crescimento, estadios de maturagdo e a parte da planta que foi utilizada
(ROBBINS, 2003; MADSEN; BERTELSEN, 1995). Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi verificar e quantificar os compostos bioativos e a capacidade
antioxidante presentes em trés espécies de condimentos analisados em

diferentes periodos.

2. Material e Métodos

2.1. Material

As amostras de condimentos foram adquiridas no comércio de
Araraquara-SP, Brasil em dois periodos: agosto de 2013 [1° periodo]; e
janeiro/fevereiro de 2014 [2° periodo]. Foram coletadas amostras com tipo de
cultivo tradicional. Utilizaram-se trés tipos de condimentos, o coentro
(Coriandrum sativum L.), a salsa (Petroselinum crispum, (Mill.) Nym.) e a
cebolinha (Allium fistulosum L.), sem a identificacdo de cultivares. A
temperatura ambiente média foi de 19,6°C (minima de 12,5°C e maxima de
26,8°C) para o 1° periodo e 26,0°C (minima de 20,6 e maxima de 31,4°C) para
o 2° periodo (IPMET, 2013; 2014).

Foram coletados trés lotes de cada amostra e as partes aéreas (partes
comestiveis) foram analisadas. As amostras foram lavadas e secadas em
estufa de circulacdo de ar (320-SE, Fanen) durante 72 horas a 40°C. As

amostras secas foram trituradas em liquidificador (Laboratory Blender),
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peneiradas e armazenadas em frascos de vidros em temperatura ambiente e

ao abrigo da luz. As analises foram realizadas nos trés lotes em triplicata.

2.2. Extracao dos compostos fendlicos e antioxidantes

A extracdo dos compostos fendlicos totais e dos antioxidantes foi
realizada a partir de 1 g de amostra em 25 mL de metanol 30% em banho-
maria com agitagao durante 1 hora a 60°C (Banho Dubnoff TE-053, Tecnal),
apo6s centrifugadas (Himac CR22CII, Hitachi) durante 30 minutos a 27.000 g e
fitradas diretamente para baldo volumétrico de 25 mL. Os extratos foram

armazenados a -18°C (GOMES et al., 2013).

2.3. Determinagao do conteudo fendlico total

A quantificacdo de fendlicos totais foi determinada através do método
colorimétrico Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). Um volume de 0,5
mL de extrato foi misturado com 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu 10%.
Apos 5 minutos, adicionou-se 2,0 mL de uma solugéo de carbonato de sodio
7,5%. A reagao foi mantida em banho-maria (Quimis) durante 5 minutos a 50°C
e a leitura da absorbancia foi realizada a 750 nm em espectrofotémetro
(DU®640 Spectrophotometer, Beckman). A curva de calibracdo foi preparada
utilizando &cido galico em concentracdes que variaram de 2,0 a 8,0 pg.mL™
(Apéndice A) e os resultados foram expressos em miligramas de acido galico

(AG) por grama de base seca (mg AG.g”™" bs).
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2.4. Determinagao da atividade antioxidante

2.4.1. DPPH

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com o método
descrito por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), com modificagcbes. Em
ambiente escuro, foi transferido 0,1 mL dos extratos para tubos com 3,9 mL do
radical DPPH 0,006 mM e seguidos de homogeneizagdo. As leituras foram
realizadas apoés 30 minutos em espectrofotdbmetro (DU®64O
Spectrophotometer, Beckman) no comprimento de onda de 515 nm. Foram
preparadas duas curvas de calibracdo utilizando acido ascérbico e trolox. As
curvas apresentaram concentracbes que variaram de 0,5 a 4,6 pg.mL'1 como
podem ser vistas nos apéndices B e C. Os resultados foram expressos em

miligramas de acido ascorbico (AA) e/ ou trolox (TR) por grama de base seca.

2.4.2. ABTS

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com o método
descrito por Rufino et al. (2010). Em ambiente escuro, 30 pyL do extrato foi
transferido para tubos com 3,0 mL do radical ABTS™ e seguidos de
homogeneizagdo. Apdés 6 minutos da mistura, a leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (DU®640 Spectrophotometer, Beckman) a 734 nm. Foram
preparadas duas curvas padrdao (acido ascorbico e trolox). A curva de
calibracédo de acido ascorbico foi preparada com concentragao que variaram de
0,05 a 3,0 ug.mL™ (Apéndice D) e os resultados foram expressos em mg AA.g™
bs. A curva de calibragdo de trolox apresentou concentragcdes que variaram de
0,05 a 5,0 ug.mL™ (Apéndice E) e os resultados foram expressos em mg TR.g™

bs.
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2.5. Determinagao e quantificagao de acidos fendlicos e flavonoides por
CLAE

A extracao dos compostos foi realizada com 1 g de amostra em 25 mL
de metanol 80% em vortex por 4 minutos, apos centrifugadas (Himac CR22Cll,
Hitachi) durante 15 minutos a 26.723,25 g e filtradas diretamente para baléo
volumétrico de 25 mL. Os extratos foram filtrados em membrana milipore 0,22
pMm e analisados.

Foi utilizado cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Kyoto,
Japan) controlado pelo software Class-VP, equipado com bomba, injetor
automatico e detector por arranjo de fotodiodos (DAD). A analise foi conduzida
utilizando coluna Thermo® C4g (250 mm x 4,6 mm, 5 um), mantida a 25°C e o
volume de amostra injetado foi de 20uL.

Como fase movel foi utilizada solugao aquosa de acido acético 2% (A)
e acetonitrila (B) com o seguinte gradiente: 0 a 7 minutos 90% de A e 10 % de
B, 7 a 15 minutos 85% de A e 15% de B; 15 a 32 minutos 45% de A e 55% de
B; 32 a 38 minutos 25% de A e 75% de B; 38 a 50 minutos 90% de A e 10% de
B, com vazao de 0,5 mL/min. As fases méveis e padrbes foram filtradas antes
da inje¢do em membrana milipore 0,22 um.

Os comprimentos de onda utilizados para deteccao foram 325 e 355
nm. Os padrbes utilizados foram os acidos fendlicos (caféico, ferulico e
clorogénico) e os flavonoides (rutina e apigenina). As curvas de calibragcéo
foram feitas em triplicata a partir de sete concentragdes.

A identificacdo dos acidos fendlicos e flavonoides foi realizada por
comparacao de tempo de retencdo e dos espectros de absorcao obtidos pelo

detector DAD, das amostras com os dos padrdes. A quantificacio foi realizada
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aplicando os valores de area obtidos na amostra na curva de calibragdo de

cada padrao e os resultados foram expressos em mg.g™' bs.

2.6. Determinacao dos Carotenoides totais

A extragdo foi realizada com acetona pura refrigerada em 1 g de
amostra, sob agitagao até completa extracdo dos pigmentos. Os Carotenoides
foram transferidos para éter de petroleo e levados a um volume em balédo
volumétrico. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro
(DU®B40 Spectrophotometer, Beckman) a 450 nm e o teor de Carotenoides
totais expresso em pg.g"' bs referentes a termos de B-caroteno (A1% 1cm de
2592, em éter de petréleo), aplicando-se a Lei de Beer (RODRIGUEZ-AMAYA,

2001).

2.7. Clorofila

Os teores de clorofila a, clorofila b e clorofila total foram analisados de
acordo com Lichtenthaler (1987). A extragao foi realizada com 0,3 g de amostra
e 15 mL de acetona 80% em banho de ultrassom (T14, Thornton) durante 10
minutos. A extracao foi realizada duas vezes e a solugao extraida foi filtrada
diretamente para baldao volumétrico de 25 mL e o volume aferido. As leituras
das absorbancias dos extratos foram realizadas em espectrofotdbmetro
(DU®640 Spectrophotometer, Beckman), nos comprimentos de onda 470 nm,
647 nm e 663 nm logo apods a extragdao. Os resultados foram expressos em

miligramas de clorofila por 100 gramas de base seca (mg.100g™" bs).
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Os teores de clorofila foram estimados com base nas equagdes:
Clorofila a (4g.g™") = 12,25 X Agss — 2,79 X Ass7
Clorofila b (ug.g™") = 21,50 X Ags7 — 5,10 X Ass3

Clorofila T (pg.g'1) =7,15 X Agez + 18,71 X Ass7

2.8. Analise estatistica

Todo o experimento foi realizado com trés lotes de amostras,
analisados individualmente, em triplicata. Os resultados foram expressos pela
média £ DP (desvio padrao). A analise estatistica foi realizada utilizando o
software Origin®8. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA), assumindo p<0,05 (5%) seguida de comparagdo de

meédias pelo teste Tukey.

3. Resultados e discussao

As amostras de coentro, salsa e cebolinha foram avaliadas quanto ao
conteudo de compostos fendlicos totais (CFT), identificagcdo e quantificagdo de
acidos fendlicos e flavonoides por CLAE, capacidade antioxidante total (CAT),
clorofila e Carotenoides totais (CT). Trés lotes de cada condimentos foram
coletados em dois periodos de cultivo diferentes: agosto de 2013 [1° periodo]; e
janeiro/fevereiro de 2014 [2° periodo] e analisadas individualmente em

triplicata. Todas as analises foram realizadas nas amostras secas (bs).
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3.1. Umidade

A secagem das amostras diminui a velocidade de deterioragdo por
meio da redugdo da atividade de agua, conservando-as por maior tempo
(SILVA; CASALI, 2000). A temperatura da secagem exerce influéncia na
quantidade e qualidade dos compostos bioativos presentes nas plantas secas,
onde a utilizagdo de baixas temperaturas (40° a 60°C) ndo causa alteragdes
nas amostras (MELO; RADUNZ; MELO, 2004).

Dessa forma foi realizada a secagem das amostras em estufa de ar
circulado por 72 horas a 40°C. Apds a secagem o teor de umidade foi de 7- 9%
para os condimentos analisados nos dois periodos. Para manter a integridade
e propriedades os condimentos permaneceram armazenadas em frascos de

vidros ao abrigo da luz durante toda a pesquisa.

3.2. Determinagao de fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método Folin-
Ciocalteu nos condimentos cultivados em diferentes periodos, assim como
indicados na Tabela 1.

Em relagdo ao periodo de cultivo analisado, observou-se variacées
significativas na concentracdo de CFT do coentro, o qual apresenta valores
significativamente maiores (p<0,05) no 1° periodo (23,20 mg AG.g™" bs) do que
no 2° periodo (16,64 mg AG.g™" bs). No entanto, a salsa e a cebolinha nao

mostraram diferenga estatistica (p>0,05) entre os periodos de cultivo.



58

Tabela 1. Fendlicos totais em condimentos analisados em dois periodos de
cultivo: agosto de 2013 [1° periodo]; e janeiro/fevereiro de 2014 [2° periodo].

Condimento Fendlicos totais (mg AG.g™ bs)
1° periodo 2° periodo
Coentro 23,20 + 1,817 16,64 + 1,00™°
Salsa 6,33 + 0,64 6,23 + 1,022
Cebolinha 6,98 + 0,70°° 5,58 + 0,52°2

Valores sdo médias + DP de trés lotes de amostras analisados individualmente em
triplicata; letras mailsculas iguais na mesma coluna ndo apresentam diferengas
significativas (p>0,05) entre os condimentos e letras mindsculas iguais na mesma linha
nao apresentam diferengas significativas entre os periodos de cultivo analisado (p>0,05).

De modo geral, os maiores teores de CFT foram encontrados nos
condimentos analisados no 1° periodo e variaram de 6,33 a 23,20 mg AG.g™
bs. Diferentemente, no 2° periodo os condimentos analisados apresentaram
teores menores de CFT, variando entre 5,58 a 16,64 mg AG.g™" bs.

Da mesma forma que se encontra diferenga no teor de fendlicos totais
entre o periodo de cultivo analisado, pode-se observar diferengas significativas
entres os diferentes grupos de condimentos. De modo geral, observa-se que o
coentro mostrou ser o condimento que apresentou o maior teor de CFT entre
os condimentos para os dois periodos de cultivo analisado.

Isabelle et al. (2010) estudando amostras de coentro da Malasia,
determinou os fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu e verificou o teor
de 4 mg equivalentes de acido galico.g” base seca nas folhas, valor bem
abaixo do que o encontrado no presente estudo.

Dois cultivares de salsa tiveram teores elevados de fendlicos totais,
variando de 30,51 a 46,04 g.kg” base seca (KAISER et al., 2013), valores

estes superiores ao encontrado nas amostras de salsa analisada nos dois

periodos.
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Em estudos realizados com amostras de salsa e coentro, verificaram
que a salsa apresentava uma concentragdo mais elevada de compostos
fendlicos que o coentro, mostrando que os compostos fendlicos extraidos da
salsa e do coentro, sao responsaveis pela atividade antioxidante dessas

amostras (WONG; KITTS, 2006).

3.3. Determinacao e quantificagao de acidos fendlicos e flavonoides

A composicdo e concentragdo dos acidos fendlicos e flavonoides
determinados por analise de CLAE estao apresentadas na Tabela 2.

Os acidos hidroxicindmicos foram identificados nos condimentos, onde
o acido clorogénico, caféico e ferrulico foram encontrados no coentro e o acido
caféico foi o predominante, com concentragdes tdo altas quanto 1138,06 pg.g™
bs (1° periodo). Na amostra de cebolinha, somente o acido ferrulico foi
determinado com concentragdo de 347,61 ug.g”" bs no 1° periodo e 299,15
ug.g' bs no 2° periodo. Nenhum dos &cidos hidroxicindmicos foram
identificados na salsa.

A atividade antioxidante do coentro provém da presenca de derivados
do acido caféico, flavonoides, terpenos e outras moléculas (WANGENSTEEN
et al., 2004).

No coentro ocorreu diferenga significativa (p<0,05) nos teores de
acidos clorogénico e caféico entre os periodos de cultivo e no 2° periodo nao

foi detectado o acido ferrulico. Ja na cebolinha, nao foi constatado diferenca

significativa (p>0,05) entre os periodos de cultivo no teor de acido ferrulico.
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Na identificacdo dos flavonoides, a rutina foi identificada nas amostras
de coentro com concentragdes de 2932,10 pg.g'1 bs no 1° periodo e 2582,33
Hg.g” bs no 2° periodo. Na salsa e na cebolinha a rutina nao foi identificada.

Outro flavonoide identificado foi a apigenina, que apresentou maiores
concentracdes no 2° periodo (3755,59 ug.g” bs) e menores concentragcdes no
1° periodo (2557,26 ug.g”' bs) na amostra de salsa. No coentro e na cebolinha
a apigenina nao foi identificada.

Em relagdo ao periodo de cultivo analisado, observou-se que nao
ocorreu diferenga significativa (p>0,05) entre os teores de flavonoides
identificados no coentro e na salsa.

Kaiser et al. (2013), analisando dois cultivares de salsa, obtiveram a
separagcdo de 11 compostos fendlicos designados em acido fendlicos e
derivados de flavonoides, sendo a apigenina o composto principal dos dois
cultivares. Os compostos fendlicos e flavonoides particularmente a apigenina e
a apiin sdo os compostos bioativos identificados em salsinha (FARZAEI et al.,

2013).
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Tabela 2. Concentragao de acidos fendlicos e flavonoides em condimentos analisados em dois periodos de cultivo: agosto de 2013 [1°
periodo]; e janeiro/fevereiro de 2014 [2° periodo].

Acido clorogénico Acido caféico Acido ferrilico
Condimentos
1° Periodo 2° Periodo 1° Periodo 2° Periodo 1° Periodo 2° Periodo
Coentro 804,00 + 0,29° 272,64 +0,15° 206,42 +0,02° 1138,06 + 0,37° 784,89 +0,0 8" n.d.
Salsa n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Cebolinha n.d. n.d. n.d. n.d. 347,61 £0,0 652 299,15 + 0,03
Rutina Apigenina
Condimentos
1° Periodo 2° Periodo 1° Periodo 2° Periodo
Coentro 2932,10 + 0,44° 2582,33 + 0.54° n.d. n.d.
Salsa n.d. n.d. 2557,26 +0,24° 3755,59 + 0,81°
Cebolinha n.d. n.d. n.d. n.d.

*Valores sdo médias + DP de trés lotes de amostras analisados individualmente em triplicata; letra mailuscula diferente na mesma coluna representa diferenca
significativa (p<0,05) entre os condimentos; letra minuscula diferente na mesma linha, para 0 mesmo composto, corresponde a diferenga significativa (p<0,05) entre
os periodos de cultivo analisados. Resultados expressos em pg.g'1 base seca.

*n.d.: nenhum valor detectado.
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3.4. Teor de Carotenoides totais

Os teores de Carotenoides totais dos condimentos analisados foram
expressos em ug.g " base seca referentes a B-caroteno. Os resultados podem

ser observados na Tabela 3.

Tabela 3. Teor de Carotenoides totais de condimentos analisados em dois
periodos de cultivo: agosto de 2013 [1° periodo]; e janeiro/fevereiro de 2014 [2°

periodo].

Carotenoides (ug.g " bs)
Condimentos

1° periodo 2° periodo
Coentro 155,50+46,28"° 220,02+42 47"
Salsa 201,96+11,60"° 152,23+77,95"
Cebolinha 104,82+73,87"° 222,06+37,93

*Valores sdo médias + DP de trés lotes de amostras analisados individualmente em ftriplicata;
letra maiuscula diferente na mesma coluna representa diferenga significativa (p<0,05) entre os
condimentos; letra minuscula diferente na mesma linha representa diferenca significativa
(p<0,05) entre os periodos de cultivo analisados.

A Tabela 3 mostra a variagado do teor de Carotenoides totais (CT) dos
condimentos analisados em dois periodos de cultivo. No 1° periodo de cultivo
dos condimentos analisados os teores de CT variaram de 104,82 a 201,96 pg.g
" bs enquanto que no 2° periodo os teores de CT variaram de 152,23 a 222,06

-1
Mg.g = bs.

Observou-se que a salsa apresentou o maior teor de CT no 1° periodo
e a cebolinha no 2° periodo, porém nao foi estatisticamente significativa
(p>0,05). Em relagdo aos periodos de cultivo analisado, nenhum condimento

apresentou diferenga estatistica entre os periodos (p>0,05), porém, de maneira

geral, os maiores teores de CT foram encontrados no 2° periodo.
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Foi verificado altas concentragcdes de [(-caroteno em amostra de
coentro provenientes da india com teor de 470 ug.g ' bs (SINGH et al., 2001),
da Malasia com teor de 560 pg.g "' bs (ISABELLE et al., 2010) e de Israel com
teor de 100 pg.g ' bs (DALY et al., 2010).

Mercadante e Rodriguez-Amaya (2001) identificando a presencga de
Carotenoides em vegetais de folhas verdes, detectou a presengca dos
Carotenoides a-criptoxantina, 9-cis e 13-cis-B-caroteno e também a presenca

do B-caroteno em amostras de salsinha.

3.5. Clorofila

O teor de clorofila nos condimentos foi quantificado utilizando com o
solvente acetona 80% e os valores das absorbancias obtidos foram calculados
com as equagdes proposta por Lichtenthaler (1987) para estimar os teores de
clorofila a, b e total. Os valores de clorofila a, clorofila b e clorofila total dos
condimentos cultivados em dois periodos sdo mostrados na Tabela 4.

Os teores de clorofila a, b e total foram maiores nos condimentos
analisados no 2° periodo do que no 1° periodo de cultivo analisado. Entretanto,
a salsa nao apresentou diferenga significativa (p>0,05) nos teores de clorofila
a, b e total entre os periodos de cultivo analisado.

Pode-se observar que os teores de clorofila a nao apresentaram
diferenca significativa (p>0,05) na cebolinha entre o 1° periodo e o 2° periodo,
porém apresentou diferenga significativa (p<0,05) nos teores de clorofilas b e

total entre os periodos de cultivo analisados.
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Tabela 4. Clorofila a, b e total em condimentos analisados em dois periodos de

cultivo: agosto de 2013 [1° periodo]; e janeiro/fevereiro de 2014 [2° periodo].

Concentracdes (mg.100g™" bs
Hortaliga/periodo ¢oes (mg.100g™ bs)

Clorofila a Clorofila b Clorofila total
Coentro
1° periodo 206,21 + 10,66 79,95 + 6,65° 286,17 + 15,46°
2° periodo 230,64 + 10,14° 9423 +4,15° 324,87 + 14,29°
Salsa
1° periodo 160,64 + 13,04*° 74,91 + 6,572 235,56 + 19,532
2° periodo 182,92 +30,39° 86,08 + 16,70? 269,01 + 46,06°
Cebolinha
1° periodo 138,68+16,55° 49,67 + 6,882 188,35 + 23,03?
2° periodo 155,3 + 21,99° 80,48 + 12,50° 235,79 + 9,55°

Valores sao médias + DP de trés lotes de amostras analisados individualmente em ftriplicata;
diferentes letras para valores de clorofila a, clorofila b e clorofila total, no periodo de cultivo
para o mesmo condimento representam diferenga significativa (p<0,05).

Os teores de clorofila a foram maiores que os da clorofila b para todas
as amostras analisadas nos dois periodos. O teor de clorofila a variou de
138,68 a 230,64 mg.100g™" bs, enquanto que os teor de clorofila b variou de
49,67 a 94,23 mg.100g™" bs.

Entre os condimentos analisados, o coentro apresentou os maiores
teores de clorofila total nos dois periodos de cultivo, sendo uma boa fonte de
pigmentos naturais. Em folhas de coentro foi verificado teor de clorofila a e b
maior que o encontrado no presente estudo, sendo este teor de 508,51
mg.100g™" bs para clorofila a e 233,91 mg.100g™" bs para clorofila b (DIAS,
2011).

Cada vez mais as opgoes de corantes naturais alimentares comegam a

ganhar mais mercado (HOSIKIAN et al.,, 2010). Diante disso, o uso dos
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condimentos em forma de aditivos para produtos alimenticios € uma opcéao

mais natural e aplicavel, além de proporcionar coloragao verde.

3.6. Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total (CAT) foi medida utilizando o método
de ABTS e DPPH, expressa em trolox e acido ascorbico, diferentes
antioxidantes amplamente utilizados como padrao de referéncia. Os resultados
obtidos podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5. Capacidade antioxidante total expressa em trolox e acido ascorbico
pelo método de ABTS e DPPH em condimentos analisados em dois periodos

de cultivo: agosto de 2013 [1° periodo]; e janeiro/fevereiro de 2014 [2° periodo].

Atividade antioxidante total (mg.g™ bs)
Hortalicas/

Trolox Acido Ascérbico
Estacao
ABTS DPPH ABTS DPPH
Coentro
1° periodo 23,76 + 5,582 7,77 + 0,56° 16,85+ 3,80 8,73 +0,44°
2° periodo 14,10 + 3,062 19,89 + 1,42° 10,24 +2,15° 18,16 + 1,10°
Salsa
1° periodo 8,04 + 0,842 1,66 + 0,072 5,61+0,572 1,56+ 0,05
2° periodo 5,48+ 0,77° 1,59 + 0,242 3,81+0,59° 1,500,192
Cebolinha
1° periodo 9,12+ 1,522 2,08 + 0,222 6,35+ 1,042 1,880,172
2° periodo 6,07 1,182 1,64 +0,02° 427 +0,80° 1,54 +0,02°

Valores sao médias + DP de trés lotes de amostras analisados individualmente em ftriplicata;
diferentes letras para valores de atividade antioxidante no periodo de cultivo analisado para o
mesmo condimento representam diferenga significativa (p<0,05).

De maneira geral, os resultados da CAT diferem dependendo do

método escolhido, sendo necessario utilizar mais de um método para essa
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determinacdo (SCHLESIER et al., 2002), assim os métodos de ABTS e DPPH
foram os preconizados nesse estudo.

Entre as amostras analisadas com o método de ABTS a CAT foi maior
para o coentro e menor para a salsa, tanto para o padrao trolox (5,48 a 23,76
mg TR.g™ bs) quanto para o padrao de 4cido ascérbico (3,81 a 16,85 mg AA.g”
! bs), respectivamente.

Igualmente, quando utilizando o método de DPPH, o coentro
apresentou o maior valor de CAT enquanto que a salsa o menor valor, tanto
para o padrao trolox (1,59 a 19,89 mg TR.g'1 bs) quanto para o padrao de acido
ascorbico (1,50 a 18,16 mg AA.g™ bs), respectivamente.

Em ensaios realizados com o método de DPPH em folha de salsa e
coentro extraidos com metanol, constatou-se diferenga significativa (p <0,05)
na capacidade antioxidante entre eles, onde a salsa apresentou o maior poder
antioxidante (WONG; KITTS, 2006).

A diferenga da CAT entre os periodos de cultivo foi significativa
(p<0,05) para a salsa e apresentou maior CAT no 1° periodo, quando utilizado
o0 método de ABTS e independente do padrdo. A variagdo da CAT entre os
periodos também foi observado pelo método de DPPH, nas amostras de
coentro e cebolinha, apresentando diferenga significativa (p<0,05) entre os
periodos, independente do padrao utilizado.

Nos vegetais podem ocorrer grandes variagdes no conteudo inicial de
antioxidantes, este fato & ocasionado pela variedade genética, pelas condi¢des
de cultivo, pelo clima e pelo estadio de maturagdo (BAUR et al., 2004; LEE;

KADER, 2000; BRAVO, 1998) e a agao antioxidante de cada condimento
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depende ainda da metodologia analitica utilizada para sua determinagéo
(SCHLESIER et al., 2002; MADSEN; BERTELSEN, 1995).

Marangoni e Moura (2011) relataram que o uso de dleo essencial de
coentro em salame tipo italiano apresentou efeito antioxidante mais intenso do
que o antioxidante sintético BHT (butil-hidroxitolueno) sobre o retardamento da
oxidagao lipidica, sendo uma alternativa de antioxidante natural, além de
proporcionar sabor agradavel ao alimento.

Em folhas de cebolinha e coentro, foi relatado baixa capacidade
antioxidantes, porém o coentro apresentou o dobro de capacidade antioxidante
que a cebolinha (WONG; LEONG; KOH, 2006). Devido a baixa atividade
antioxidante da cebolinha, verificada em ensaio prévio por Guerra e Lajolox

(2005), decidiu-se nao avaliar sua capacidade antioxidante neste estudo..

4. Conclusao

Os teores de Carotenoides pouco variaram entre os condimentos nos
periodos analisados. O coentro mostrou ser o condimento que apresentou o
maior teor de compostos fendlicos totais com concentracbes maiores no 1°
periodo de cultivo. As maiores concentracbes de Carotenoides e clorofilas
foram encontradas no 2° periodo de cultivo, com destaque para o coentro. Os
acidos hidroxicindmicos identificados entre os condimentos foram, os acidos
clorogénico, caféico e ferrulico, no coentro e somente o acido ferrulico na
cebolinha, e na salsa nenhum &acido foi detectado. Foi identificado no coentro o
flavonoide rutina e na salsa a apigenina.

Também foi comprovado que a concentracdo € a composi¢cao dos

compostos bioativos presentes nos condimentos sofrem a influéncia de alguns
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fatores como o cultivar, a origem geografica, a estagao climatica, as praticas
agricolas e as partes da planta. Desta forma, os condimentos podem ser
caracterizados potenciais fornecedores de compostos bioativos e antioxidantes
naturais quando incluidas na dieta humana. O coentro recebeu grande
destaque entre os demais condimentos, no entanto ele nido é muito consumido
em nossa regido. Este estudo fornece informagdes relevantes, embasadas em
procedimentos cientificos, que deverédo ser divulgadas para que a populacédo
possa adquirir novos habitos alimentares saudaveis e incluirem esse novo

condimento na dieta.
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6. Apéndices

Apéndice A - Curva de calibragao de acido galico.
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Apéndice B - Curva de calibragao de acido ascérbico para DPPH.
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Apéndice C — Curva de calibragao de trolox para DPPH.
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Apéndice D - Curva de calibracao de acido ascérbico para ABTS.
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Apéndice E - Curva de calibragao de trolox para ABTS.
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Consideragoes Finais

Poucos séo os estudos que verificam a época de cultivo de hortalicas
sobre o teor de seus compostos bioativos e antioxidantes, como apresentando
neste estudo. E de grande importancia o conhecimento dos diferentes
compostos bioativos presentes nas hortaligas e a variagado de seu teor por meio
da época de cultivo analisada.

Os trés cultivares de alface (Lactuca sativa L.), sendo elas a alface
americana, crespa e lisa, e também trés variedades de condimentos, o coentro
(Coriandrum sativum L.), a salsa (Petroselinum crispum, (Mill.) Nym.) e a
cebolinha (Allium fistulosum L.) podem ser caracterizados como potenciais
fontes de compostos bioativos e antioxidantes naturais quando incluidas na
dieta humana.

Entre as alfaces, a variedade que mais se destacou com valores
elevados de compostos bioativos e antioxidantes foi a alface crespa, que
normalmente ndo é a mais preferida entre os consumidores, porém apresenta
6timas quantidades de compostos benéficos a saude e, a alface americana,
que é a preferida pelos consumidores, é a variedade que apresenta menores
teores de compostos bioativos e antioxidantes, como comprovado neste
estudo.

Entre os condimentos, o coentro recebeu grande destaque, no entanto
ele ndo é muito consumido em nossa regido, porém esse estudo fornece
informacdes cientificas para as pessoas adquirirem novos habitos alimentares

saudaveis e incluirem esse novo condimento na dieta.



